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O probucol é um composto antilipidêmico que apresenta propriedades 
anti-inflamatória e antioxidante em diferentes modelos experimentais de 
neurotoxicidade/neuropatologia. O presente estudo foi desenvolvido 
com o objetivo de explorar o possível efeito protetor deste fármaco 
sobre o modelo experimental da doença de Alzheimer (DA), além de 
tentar elucidar seu mecanismo de proteção através de experimentos in 
vitro e in vivo. A DA é uma condição neurodegenerativa, caracterizada 
por perda cognitiva e alterações no comportamento, e o mecanismo de 
neurodegeneração na DA parece estar relacionado com o processo de 
estresse oxidativo. Inicialmente, foi avaliado o possível efeito protetor 
do probucol contra a neurotoxicidade induzida pela administração 
intracerebroventricular (i.c.v.) do peptídeo β-amilóide 1-40 (Aβ1-40) em 
camundongos através de parâmetros comportamentais, bioquímicos e 
imuno-istoquímicos. A administração do Aβ1-40 resultou em danos na 
memória e aprendizado dos animais, bem como diminuição nos níveis 
de sinaptofisina e aumento na atividade da acetilcolinesterase (AChE) 
hipocampal. O tratamento com probucol (10 mg/kg/dia, durante 2 
semanas) atenuou os efeitos deletérios causados pelo peptídeo Aβ1-40, 
como danos cognitivos e bioquímicos (aumento da peroxidação lipídica 
e  da atividade da enzima acetilcolinesterase; e perda sináptica) no 
hipocampo dos animais. Estudos anteriores demonstraram que o 
probucol pode aumentar a atividade da enzima antioxidante glutationa 
peroxidase (GPx), envolvida na detoxificação de peróxidos 
intracelulares. Assim, com o objetivo de investigar os efeitos do 
probucol sobre a atividade e expressão desta enzima ensaios in vitro e in 
vivo foram realizados. O probucol (10 µM) foi capaz de aumentar 
significativamente a atividade da GPx em cultura de células de 
neuroblastoma humano (SH-SY5Y), embora não tenha aumentado a 
quantidade dessa proteína. Além disso, o tratamento com probucol (3 e 
10 µM) protegeu as células SH-SY5Y da citotoxicidade e da produção 
de espécies reativas de oxigênio (ERO) induzida por hidroperóxido 
orgânico. Da mesma forma, camundongos tratados com probucol (10 
mg/kg/dia, durante 5 semanas) mostraram um aumento na atividade da 
GPx no fígado, rim, coração e hipocampo, mas os níveis da enzima não 
foram alterados nesses tecidos. Por fim, os estudos enzimáticos com a 
GPx-1 purificada mostraram que o probucol (10 e 30 nM) foi capaz de 
modular positivamente a atividade dessa enzima, aumentando a 
velocidade máxima (Vmax) quando foi utilizado um gradiente de 
concentração de glutationa (GSH) ou de tert-butilhidroperóxido 
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(tBuOOH); enquanto que valores de KM não foram modificados. Em 
conjunto, os dados aqui apresentados mostram, pela primeira vez, que o 
probucol é capaz de aumentar diretamente a Vmax da GPx-1. 
Considerando que (i) o probucol mostrou um papel protetor em um 
modelo experimental da DA, que (ii) o  composto preveniu a morte 
celular induzida por peróxidos e aumentou a atividade da GPx-1 in vitro 
e in vivo, e que (iii) esta enzima apresenta um importante papel na 
patofisiologia de condições neurodegenerativas. Nesse contexto, o 
presente estudo apresenta um novo alvo e mecanismo de ação para um 
“antigo fármaco”, onde a modulação da atividade da GPx pode 
representar uma importante estratégia terapêutica. 
 









Probucol is a lipid-lowering agent with anti-inflammatory and 
antioxidant properties, which plays protective effects in experimental 
models of neurotoxicity/neuropathology. The present study was aimed 
to explore the possible protective effect of this drug on experimental 
model of Alzheimer's disease (AD), and attempt to elucidate its 
mechanism of protection through in vitro and in vivo experiments. AD is 
a neurodegenerative disorder characterized by cognitive impairment and 
behavioral changes, and the mechanisms of neurodegeneration of this 
disease appear to be related to the process of oxidative stress. Initially, 
we evaluated the possible protective effect of probucol against the 
neurotoxicity induced by intracerebroventricular (icv) administration of 
β-amyloid peptide 1-40 (Aβ1-40) in mice through behavioral, 
biochemical and immunohistochemical parameters. The administration 
of Aβ1-40 resulted in damage to the memory and learning of animals, as 
well as decreased levels of synaptophysin and increased 
acetylcholinesterase (AChE) activity in hippocampus. Treatment with 
probucol (10 mg/kg/day, for 2 weeks) attenuated the deleterious effects 
caused by the peptide Aβ1-40, such as cognitive impairment and 
biochemical changes (increased acetylcholinesterase activity, lipid 
peroxidation and synaptic loss in the hippocampus). Previous studies 
have shown that probucol may increase the activity of the antioxidant 
enzyme glutathione peroxidase (GPx), involved in the detoxification of 
intracellular peroxides. Thus, in order to investigate the effects of this 
phenolic compound on the expression and activity of the GPx in vitro 
and in vivo experiments were performed. Probucol (10 µM) significantly 
increased GPx activity in in vitro experiments with cultured human 
neuroblastoma cells (SH-SY5Y) without increasing the amount of this 
protein. Furthermore, treatment with probucol (3 and 10 µM) protected 
against SH-SY5Y cells cytotoxicity and production of reactive oxygen 
species (ROS) induced by organic hydroperoxide. Similarly, mice 
treated with probucol (10 mg/kg/day, for 5 weeks) showed an increase 
in the GPx activity in liver, kidney, heart and hippocampus, but the 
enzyme levels were not altered in these tissues. Finally, the enzymatic 
studies with purified GPx-1 showed that probucol (10 and 30 nM) was 
able to positively modulate the activity of this enzyme by increasing the 
maximum velocity (Vmax) when a concentration gradient of glutathione 
(GSH) or tert-butyl hydroperoxide (tBuOOH) was used, while KM 
values were not modified. Taken together, these data show for the first 
time that probucol is capable of directly increasing the Vmax of GPx-1, 
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and this event is probably related to the increased GPx-1 activity in cell 
culture and in mice. Taking into account that (i) probucol showed a 
neuroprotective role in an experimental model of AD, (ii) the compound 
prevented cell death induced by peroxides and increased the activity of 
GPx-1 in vitro and in vivo, and (ii) this enzyme has an important role in 
the pathophysiology of neurodegenerative diseases.. In this scenario, 
this study represents a new target and mechanism of action for an "old 
drug", where the modulation of its activity may represent an important 
therapeutic strategy.  
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1.1.1 Histórico  
 
O probucol é um composto fenólico que foi desenvolvido nos 
Estados Unidos pela Consolidation Coal Company em 1970 (Figura 1). 
Inicialmente, este composto foi utilizado como antioxidante durante o 
processo de fabricação de borracha. Posteriormente, as propriedades 
biológicas do probucol foram descritas por bioquímicos da empresa 
Dow Chemical Company, os quais verificaram os efeitos do mesmo 
sobre a redução dos níveis plasmáticos de colesterol (Barnhart e cols., 
1970). 
Este composto tem uma longa história de aplicação clínica com 
eficácia estabelecida e perfis de segurança. Entretanto, em 1995, vários 
países interromperam o uso clínico do probucol em decorrência dos 
efeitos colaterais desta substância. Neste período, 18 anos após a 
introdução do produto na clínica, as agências controladoras retiraram o 
probucol do mercado, devido ao efeito do mesmo sobre a redução dos 
níveis plasmáticos da lipoproteína de alta densidade (HDL) e também 
devido à ocorrência de arritmias ventriculares nos usuários deste 
composto (Tardif e cols., 2002).  Apesar da demonstração de efeitos 
colaterais, as propriedades farmacológicas do probucol continuam sendo 
avaliadas em diversos estudos clínicos no mundo (Poirier, 2005; 
Yamamoto, 2008), e o mesmo é utilizado clinicamente no Japão desde 
1985, sendo que atualmente pelo menos 60 mil pacientes japoneses 
utilizam esse composto como medicamento. Estudos toxicológicos 
adicionais são necessários para eventualmente reposicionar o probucol 
como uma substância terapêutica, visto que os dados disponíveis acerca 
dos efeitos colaterais são contraditórios (Tardif e cols., 2002, Tardif e 
cols., 2003; Yamashita e cols., 2008). 
Alguns derivados do probucol estão sendo testados em estudos 
pré-clínicos como, por exemplo, o succinobucol. O succinobucol é um 
éster monosuccínico derivado do probucol que tem apresentado 
propriedades farmacológicas e eficácia terapêutica semelhantes ao 
probucol. No entanto, o succinobucol não causou os efeitos colaterais 
evidenciados em indivíduos que receberam o probucol (Sundell e cols., 






Figura 1. Estrutura química do probucol. 
 
1.1.2 Propriedades farmacológicas  
 
A principal indicação terapêutica do probucol está associada a 
sua ação hipocolesterolemiante (Barnhart e cols., 1970). O mecanismo 
de ação para esse efeito ainda não está bem elucidado. Porém, vários 
mecanismos para explicar esta ação farmacológica (redução do 
colesterol plasmático) desse composto estão sendo propostos e, dentre 
eles, destaca-se o aumento da excreção do colesterol pela via biliar 
(Tawara e cols., 1986).  Michihara e colaboradores (2003) sugeriram 
que o fármaco pode diminuir a expressão de uma das enzimas 
responsável pelas fases iniciais da biossíntese do colesterol 
(pirofosfomevalonato descarboxilase), além de reduzir a absorção do 
colesterol proveniente da dieta. Além disso, o probucol parece estar 
envolvido no aumento da síntese e secreção da apolipoproteína E 
(ApoE) e na regulação da expressão do receptor relacionado à 
lipoproteína de baixa densidade (LRP-1) (Champagne e cols., 2003; 
Poirier e cols., 2003).  
Entre as suas indicações, o probucol está sendo utilizado para o 
tratamento da arterosclerose, e consequentemente, está sendo efetivo na 
prevenção de doenças cardiovasculares (Yamashita e Matsuzawa, 2009). 
Estudos experimentais e clínicos têm mostrado que o probucol diminui a 
progressão da aterosclerose (Regnstrom e cols., 1996), protege a 
vasculatura (Poirier, 2003), inibe a trombose (Tanous e cols., 2006) e 
atua como uma molécula antioxidante (Liu e cols., 2000, Singla e cols., 
2007). Além disso, Kaminnyi e colaboradores (2007) verificaram que o 
tratamento por via oral com baixas doses (250 mg/dia) de probucol 
produz significativos efeitos antioxidantes (como o aumento da 
atividade da GPx) e reduz os produtos de oxidação por radicais livres no 
sangue de pacientes com doença arterial coronariana.  
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Além das propriedades sobre o sistema cardiovascular, estudos 
utilizando animais de laboratório sugerem que o probucol aumenta a 
neurogênese (Champagne e cols., 2003), modula a atividade 
antioxidante (Farina e cols., 2009) e possui propriedades anti-
inflamatórias (Pfuetze e Dujovne , 2000). Neste contexto, Farina e 
colaboradores mostraram que o probucol é capaz de modular 
positivamente a atividade da enzima glutationa peroxidase-1 (GPx-1) 
em cultura primária de neurônios cerebelares, sendo que este fenômeno 
foi responsável pela proteção contra o dano oxidativo induzido por 
metilmercúrio (Farina e cols., 2009), um agente tóxico que induz 
elevada produção de peróxido de hidrogênio (Franco e cols., 2007), 
associado a uma detoxificação deficiente (Farina e cols., 2003). Um 
recente estudo do nosso grupo de pesquisa evidenciou que o probucol 
foi efetivo em reduzir o estresse oxidativo e a disfunção mitocondrial 
induzidos pelo ácido quinolínico (AQ), ácido 3-nitropropiônico (3-NP) e 
pelo modelo combinado (AQ + 3-NP) em modelo experimental da 
doença de Huntington em fatias de estriado de ratos (Colle e cols., 
2012). 
 
1.2.GLUTATIONA PEROXIDASE (GPX) 
 
As GPxs compreendem uma família de enzimas conhecidas por 
serem importantes componentes do sistema de defesa antioxidante 
humano. Nos seres humanos, foram descritas até o presente momento 
cinco isoformas de enzimas GPxs: citosólica (GPx-1), gastrointestinal 
(GPx-2), plasmática (GPx-3), fosfolipídica (GPx-4), e a do epitélio 
olfativo e específica do tecido embrionário (GPx-6) (Kryukov e cols., 
2003). As isoformas da GPx 1-3 catalisam a redução de peróxido de 
hidrogênio e hidroperóxidos orgânicos, enquanto que a GPx-4 pode 
reduzir diretamente hidroperóxidos de fosfolipídios e colesterol (Ursini 
e cols., 1999). 
 
1.2.1. Glutationa peroxidase-1 : características, localização e ação 
 
A GPx-1 (EC 1.11.1.9) é a isoforma mais abundante da família 
das GPxs, e foi caracterizada pela primeira vez em 1957 como uma 
enzima eritrocitária capaz de prot eger a hemoglobina de dano oxidativo 
(Mills , 1957). Análises posteriores revelaram a presença de um mineral 
traço essencial, o selênio, sob a forma do aminoácido selenocisteína, que 
é essencial para a atividade desta enzima (Flohé e cols., 1973; Rotruck e 
cols., 1973; Kraus e cols., 1983). A GPx-1 é uma proteína 
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homotetrâmera com 4 subunidades de aproximadamente 21–23 kDa 
(Flohé  e cols., 1971; Miwa e cols., 1983), sendo que seus monômeros 
em humanos apresentam 202 e 204 aminoácidos (Lubos e cols., 2011). 
A GPx-1 é uma enzima antioxidante envolvida na prevenção 
dos efeitos nocivos do peróxido de hidrogênio intracelular e outros 
peróxidos orgânicos (Lubos e cols., 2011). Ela está presente em todas as 
células eucariontes, sendo encontrada no citosol, mitocôndrias e, em 
algumas células, nos peroxissomas (Utsunomiya e cols., 1991; Singh e 
cols., 1994; Esworthy e cols., 1997;). Esta enzima parece ser mais eficaz 
do que a catalase na remoção intracelular de peróxidos sob determinadas 
condições fisiológicas (Cohen e Hochstein, 1963; Antunes e cols., 
2002). Além disso, evidências apontam para o envolvimento da GPx-1 
em condições de estresse oxidativo relacionadas a doenças 
neurodegenerativas, incluindo a doença de Alzheimer (Tabner e cols., 
2005; Power e Blumbergs, 2009; Gardaneh e cols., 2011) .  
 
1.3. DOENÇA DE ALZHEIMER 
 
A doença de Alzheimer (DA) foi descrita inicialmente pelo 
médico alemão Alois Alzheimer, em 1906. Alzheimer definiu seu 
achado como uma patologia neurológica, não reconhecida, que cursava 
com demência, destacando os sintomas de prejuízo cognitivo, alterações 
de comportamento e incapacidade para as atividades rotineiras. 
Posteriormente, Alzheimer ainda descreveu os aspectos 
anatomopatológicos da doença, cujas principais características são o 
acúmulo de placas senis e de emaranhados neurofibrilares, além da 
perda neuronal (Moller e Graeber, 1998; Goedert e Spillantini, 2006).  
A DA é uma neuropatologia multifatorial resultante de uma 
combinação de fatores ambientais e genéticos. A forma esporádica da 
doença representa cerca de 90-95% dos casos, onde estão envolvidos 
principalmente os fatores ambientais e o avanço da idade, ocorrendo 
geralmente após os 65 anos (Poirier, 2005). Além do envelhecimento, 
que constitui o principal fator de risco associado à doença, outros fatores 
têm sido sugeridos com base em estudos epidemiológicos, como por 
exemplo: sexo feminino, depressão, diabetes mellitus, hipertensão 
arterial, tabagismo, hiperinsulinemia, inatividade física, dislipidemias, 
dieta composta por excesso de gorduras e diferentes fatores genéticos 
(Cotman e Berchtold, 2002; Ritchie e Lovestone, 2002; Mattson, 2003; 
Gorelick, 2004; Luchsinger e Mayeux, 2004).  
Por outro lado, a forma familiar (ou genética) da DA tem 
herança autossômica dominante e o início dos sintomas clínicos 
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geralmente ocorre antes dos 65 anos de idade, sendo considerada a 
forma mais rara da doença (5–10% do total de casos) (Poirier, 2005). Os 
principais responsáveis pelos casos da forma familiar são: mutações em 
genes codificadores para a (a) proteína precursora do peptídeo β-
amilóide (APP) e de outras proteínas associadas com a formação dos 
fragmentos tóxicos de amilóide, como (b) presenilina 1 (PSEN1) e (c) 
presenilina 2 (PSEN2), bem como da (d) Apo E (especificamente ao 
alelo ε4) e do (e) LRP-1. Todavia, mutações nesses genes, nos casos de 
doença esporádica, não estão descartadas (Levy-Lahad e cols., 1995; 
Sherrington e cols., 1995; Blennow e cols., 2006).  
Ainda não foram identificados marcadores biológicos ou 
características clínicas que estabeleçam um diagnóstico definitivo e 
precoce para a DA. Dessa forma, o diagnóstico só pode ser obtido e 
confirmado com a demonstração de lesões neuropatológicas no cérebro 
de indivíduos post mortem (Gearing e cols., 1995). Do ponto de vista 
histopatológico, observa-se no cérebro de indivíduos com a DA atrofia 
cortical difusa, a presença de grande número de placas senis e de 
emaranhados neurofibilares, degenerações grânulo-vacuolares e perda 
neuronal (Dickson, 1997; Braak e Braak, 1998; Uylings e De Brabander, 
2002). 
Os emaranhados neurofibrilares e as placas senis podem estar 
presentes normalmente em cérebros durante o envelhecimento, mas em 
menor quantidade e com distribuição menos extensa, quando 
comparados com os pacientes portadores de DA (Hardy e Higgins, 
1992; Walsh e Selkoe, 2004). As placas senis e os emaranhados 
neurofibrilares encontram-se, principalmente, nas regiões do cérebro 
envolvidas no aprendizado, memória e comportamento emocional, como 
o córtex, hipocampo e amígdala (Mattson, 2004). 
Os emaranhados neurofibrilares são constituídos primariamente 
de moléculas da proteína Tau associadas a microtúbulos. A proteína Tau 
confere estabilidade aos microtúbulos do citoesqueleto neural, sendo 
esta função regulada por um processo de fosforilação e desfosforilação. 
Nos neurônios que sofrem degeneração em pacientes com a DA, as 
proteínas Tau associadas aos microtúbulos tornam-se anormalmente 
hiperfosforiladas (Nagy e cols., 1995).  
Por sua vez, as placas senis são depósitos principalmente 
extracelulares de fibrilas e agregados amorfos de peptídeo β-amilóide 
(Aβ), o qual é composto principalmente por 40 ou 42 aminoácidos 
(Glenner e Wong, 1984). O Aβ é um fragmento proteolítico que pode 
ser formado a partir da glicoproteína transmembrana conhecida como 
APP. A APP pode sofrer diferentes clivagens, sendo que, quando 
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clivada inicialmente pela enzima α-secretase, gera fragmentos não 
tóxicos (via não-amiloidogênica). Porém, quando a APP primeiramente 
é clivada pela enzima proteolítica β-secretase (via amiloidogênica) 
identificada como uma protease aspártica conhecida como BACE, pode 
formar diferentes fragmentos tóxicos, que são os peptídeos Aβ (Figura 




Figura 2. Geração do peptídeo β- amilóide (Aβ). Processamento da APP por 
enzimas proteolíticas α, β e γ secretases (adaptada de Van Dam e De Deyn, 
2006). 
Os mecanismos responsáveis pela neurotoxicidade do Aβ são 
complexos e parecem estar associados com o desequilíbrio nas 
concentrações intracelulares dos íons cálcio e potássio, perda da função 
mitocondrial, redução do metabolismo cerebral da glicose, indução de 
estresse oxidativo, excitotoxicidade e ativação da morte celular 
programada (apoptose) (Gomez-Isla e cols., 1997; Zhu e cols., 2001).  
Além da hipótese amilóide extensivamente estudada, que 
identifica o peptídeo Aβ como uma molécula crítica envolvida na 
patogênese da DA (Hardy, 2009), existem evidências de que alterações 
na homeostase do colesterol no sistema nervoso central (SNC) também 
desempenham um papel importante no desenvolvimento e progressão 
desta doença (Reiss e cols., 2004; Longenberger e Shah, 2011). Estudos 
relatam que a agregação do peptídeo Aβ e o metabolismo do colesterol 
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no cérebro parecem ser eventos associados, uma vez que, agentes 
redutores do colesterol, tais como os inibidores da enzima HMG-CoA 
redutase (responsável pela etapa reguladora da síntese do colesterol), 
podem reduzir o acúmulo do Aβ por diminuir os níveis de colesterol 
cerebral (Longenberger e Shah, 2011). De particular importância, um 
trabalho recente mostrou que a atorvastatina reduziu a morte de células 
do hipocampo, neuroinflamação e estresse oxidativo induzidos pela 
administração intracerebroventricular (i.c.v.) de agregados do peptídeo 
Aβ1-40 em camundongos (Piermartiri e cols., 2010). Este estudo sugere 
que as estatinas não só evitam a agregação do peptídeo Aβ (conforme 
relatado por Longenberger e Shah, 2011), como também desempenham 
efeitos protetores, diminuindo a toxicidade induzida pelo  peptídeo Aβ. 
Outra característica relevante da DA é a ocorrência de 
disfunção na neurotransmissão colinérgica, incluindo na enzima 
acetilcolinesterase (AChE) (responsável pela degradação da acetilcolina) 
(Blennow e cols., 2006). García-Ayllón e colaboradores (2010) 
mostraram um aumento significativo na atividade da AChE plasmática 
em pacientes com DA quando comparados a indivíduos do mesmo sexo 
e da mesma faixa etária. 
A neurotoxicidade induzida pelo peptídeo Aβ tem sido 
relacionada à elevada produção de peróxido de hidrogênio através de 
mecanismos moleculares ainda pouco conhecidos (Huang e cols., 1999; 
Jekabsone e cols., 2006). Marcadores de estresse oxidativo são 
encontrados no micro-ambiente próximo aos depósitos de Aβ na DA 
(Huang e cols., 1999; Tabner e cols., 2005). Por outro lado, estudos 
mostram que animais geneticamente modificados que não expressam a 
GPx-1 (GPx-1-/-) tornam-se mais sucetíveis a neurotoxinas (Klivenyi e 
cols., 2000; De Moura e cols., 2010). Neste contexto, dados in vitro  
mostraram que a superexpressão da GPx aumenta a resistência de 
neurônios frente à neurotoxicidade induzida pela exposição ao peptídeo 
beta-amilóide (Aβ) (Barkats e cols., 2000; Crack e cols., 2006). Esses 
dados reforçam a hipótese da existência de uma relação importante desta 
enzima (e seus substratos: peróxido de hidrogênio e peróxidos 
orgânicos) com a fisiopatologia da DA. Um recente estudo demonstrou 
que a atividade da enzima GPx, que é crucial para a detoxificação de 
peróxidos no sistema nervoso central (Dringen e cols., 2005), está 
diminuída no plasma e líquor de pacientes com DA quando comparados 
com indivíduos normais (Kharrazi e cols., 2008; Torres e cols., 2011; 
Puertas e cols., 2012). 
Além disso, tem sido demonstrado que a ocorrência de 
processos oxidativos, como peroxidação lipídica e oxidação de 
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proteínas, contribuem de maneira decisiva para o desenvolvimento dos 
fenômenos neurodegenerativos da doença (Butterfield e Lauderback, 
2002). Modificações oxidativas são observadas no tecido cerebral e 
fluidos biológicos de pacientes com a DA, como por exemplo a 
oxidação de ácidos nucléicos, de proteínas e de lipídios. Essas 
macromoléculas oxidadas também são encontradas em culturas celulares 
e em modelos animais experimentais da DA (Smith e cols., 2000). Uma 
das hipóteses é que o processo oxidativo pode ser desencadeado por 
concentrações elevadas de peróxidos gerados pela presença do peptídeo 
Aβ. Neste contexto, enzimas antioxidantes, tais com a GPx e compostos 
capazes de modular positivamente sua atividade podem apresentar 
relevância terapêutica no que se refere à DA. 
 
1.3.1. Modelos Experimentais da doença de Alzheimer 
 
Avanços recentes na compreensão dos mecanismos 
fisiopatológicos relacionados à DA apontam para novas estratégias no 
desenvolvimento de fármacos. Os modelos animais têm contribuído 
consideravelmente para estes avanços, cooperando para a descoberta de 
moléculas capazes não apenas de aliviar a demência associada com a 
DA, mas também de modificar a progressão da doença (Van Dam e De 
Deyn, 2006).  
Uma metodologia que vem sendo aplicada para estudar os 
processos relacionados ao desenvolvimento e progressão da DA consiste 
na utilização de modelos capazes de induzir o acúmulo do peptídeo Aβ 
no cérebro de animais. Prejuízos cognitivos têm sido documentados 
tanto em camundongos geneticamente modificados, que apresentam 
uma expressão aumentada da APP (Hsiao e cols., 1996; Westerman e 
cols., 2002), quanto em roedores após a administração central aguda ou 
crônica dos fragmentos Aβ1-40 ou Aβ1-42, que são análogos aos peptídeos 
encontrados nas placas senis dos pacientes com a DA.  
Até o presente momento, tem sido demonstrado em roedores 
que a administração intracerebroventricular destes fragmentos é capaz 
de promover um prejuízo significativo em testes cognitivos, tais como 
reconhecimento do objeto (Furukawa-Hibi e cols., 2011; Santos e cols., 
2012), esquiva inibitória (Giovannelli e cols., 1995; Harkany e cols., 
1999), labirinto em Y (McDonald e cols., 1996) e labirinto aquático de 
Morris (Nitta e cols., 1994). Além disso, o modelo animal de 
administração intracerebroventricular do Aβ apresenta validade 
preditiva e de analogia, podendo ser utilizado para o desenvolvimento 
de novos agentes terapêuticos para DA (Takeda e cols., 2009). 
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1.3.2. Tratamento da doença de Alzheimer 
 
O tratamento da DA inclui estratégias farmacológicas e 
intervenções psicossociais para o paciente e seus familiares. Inúmeras 
substâncias psicoativas têm sido propostas para restabelecer ou 
preservar as funções cognitivas dos pacientes (Mount e Downton, 2006).  
A reposição da acetilcolina tem mostrado eficácia na melhora da 
capacidade cognitiva de portadores dessa doença. Os medicamentos 
usados nesse tipo de terapia são os inibidores da AChE (como a tacrina 
e a galantamina) e a memantina (antagonista não-competitivo de 
receptores NMDA). Acredita-se também que essas substâncias possam 
retardar a evolução natural da doença, possibilitando uma melhora 
temporária no estado funcional dos pacientes (Blennow e cols., 2006; 
Mount e Downton, 2006).  
Diferentes moléculas estão sendo testadas, com o objetivo de 
retardar a progressão da DA. Em inúmeros ensaios clínicos e 
experimentais, compostos antioxidantes estão sendo testados em 
composição única ou em associação como, por exemplo, as vitaminas E, 
C e B (Brewer, 2010) e o ácido fólico (Figueiredo e cols., 2011). 
De forma geral, os medicamentos utilizados para o tratamento 
da DA ainda representam uma alternativa meramente paliativa. Os 
benefícios são sintomáticos e discretos sobre os sintomas clínicos da 
doença, ou seja, não atuam interferindo diretamente com os mecanismos 
do processo neurodegenerativo (Grutzendler e Morris, 2001; Institute 
for Quality and Efficiency in Health Care, 2007). 
Tendo em vista a ação terapêutica do probucol e a sua 
capacidade de aumentar a atividade da enzima glutationa peroxidase in 
vitro e in vivo, esse trabalho foi desenvolvido para investigar os 




















2.1. OBJETIVO GERAL 
 
Investigar o efeito do probucol em modelo experimental in vivo 
da doença de Alzheimer, além de avaliar o possível envolvimento da 
enzima glutationa peroxidase na neuroproteção. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
• Investigar o efeito protetor do probucol contra a neurotoxicidade 
induzida pela administração intracerebroventricular do peptídeo β-
amilóide (Aβ) em camundongos (modelo experimental da doença 
de Alzheimer) através da avaliação de parâmetros comportamentais, 
bioquímicos e imunoistoquímicos; 
• Avaliar, através de estudos in vitro com cultura de células de 
neuroblastoma humano (SH-SY5Y), os efeitos do probucol sobre (i) 
a atividade e expressão da GPx e (ii) a citotoxicidade e produção de 
espécies reativas de oxigênio induzidas por peróxidos; 
• Verificar os efeitos in vivo do probucol sobre a atividade e os níveis 
da GPx em fígado, rim, coração e hipocampo de camundongos; 
• Investigar os efeitos do probucol sobre a atividade da GPx-1 
purificada de eritrócitos bovinos, através da avaliação de parâmetros 










Essa tese está escrita da seguinte forma: os itens Materiais e 
Métodos, Resultados, Discussão e Referências Bibliográficas, 
encontram-se nos próprios manuscritos e estão divididos em 2 capítulos.  
O Capítulo I está na forma de artigo científico, como foi 
publicado no periódico Experimental Neurology (Nos anexos – item 
8.1). 
O Capítulo II está na forma de manuscrito, como foi submetido 
para publicação no periódico Biochemistry.  
Uma breve Discussão geral dos resultados desta tese é 
apresentada no item 4. As Referências Bibliográficas citadas ao final da 
















Probucol, a lipid-lowering drug, prevents cognitive and 
hippocampal synaptic impairments induced by  
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Glutathione peroxidases (GPxs) represent a class of proteins 
that catalyzes the reduction of either hydrogen peroxide (H2O2) to water 
or organic hydroperoxides to their corresponding alcohols at the 
expenses of reduced glutathione as an essential co-substrate. Probucol is 
a hypocholesterolemic compound with antioxidant and anti-
inflammatory properties that has been reported to increase GPx-1 
activity. In this study, we used in vitro and in vivo approaches to 
investigate the effect of probucol in modulating GPx-1 activity, as well 
as potential mechanisms involved in this event. In an in vitro protocol 
with cultured human neuroblastoma cells (SH-SY5Y), probucol (10 
µM) significantly increased (around 60%) GPx-1 activity, although no 
significant effects were observed in GPx-1 protein levels. Moreover, 
probucol (3 and 10 µM) treatment significantly protected SH-SY5Y 
cells from organic-hydroperoxide-induced cytotoxicity and ROS 
production. In a subsequent set of experiments, adult male mice were 
treated with probucol (∼10 mg/Kg/day, during 5 weeks) in order to 
investigate whether this compound can increase GPx-1 activity under in 
vivo conditions. Probucol-treated animals showed significant increases 
on GPx-1 activities in liver (p<0.05), kidney (p<0.05), heart (p<0.05), 
and hippocampus (p<0.01), but did not change GPx-1 levels as 
evaluated by immunoblotting in these tissues. Finally, enzymatic studies 
with purified GPx-1 showed that probucol (10 and 30 nM) is able to 
positively modulate the enzyme activity (p<0.05) by increasing Vmax at 
conditions varying either glutathione (p<0.05) or peroxide (tBuOOH; 
p<0.05) concentrations. Notably, KM values were not significantly 
changed by probucol. . Taken together, the results presented herein 
show, for the first time, that probucol directly increases the Vmax of 
GPx-1. This event is likely related to the higher GPx-1 activity observed 
in probucol-treated cultured cells (in vitro) and mice (in vivo). Given 
that (i) previous experimental studies have shown that probucol protects 
against pathological conditions mediated by higher peroxide production 
(or lower detoxification) and that (ii) probucol treatment prevented 
peroxide-induced cell death in our cell culture model, the increased 
GPx-1 activity observed after probucol treatment should present 
physiological and therapeutic relevance. Within this scenario, the 
present study presents a novel target (GPx-1) and a novel action 




Keywords: Glutathione peroxidase, probucol, peroxide, oxidative stress. 
 
Abbreviations: CuOOH, cumene hydroperoxide; DCFH-DA, 2P,7P-
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Reactive oxygen species (ROS) are generated as by-products of 
cellular metabolism, primarily in the mitochondria (1) and also in other 
cellular sources (such as NADPH oxidase) (2, 3). Although ROS present 
physiological effects (4) as signaling molecules necessary for cell 
growth and survival (5, 6), they have been traditionally regarded as toxic 
by-products of metabolism with the potential to cause damage to lipids, 
proteins and DNA, being increasingly implicated in human disease and 
aging (7). 
Hydrogen peroxide (H2O2), a well known ROS, is continuously 
generated during aerobic metabolism from superoxide (O2•-), through a 
rapid dismutation reaction that can occur either enzymatically with 
superoxide dismutase (SOD) or spontaneously. H2O2 can participate in 
reactions with reduced transition metals (such as free iron), leading to 
the generation of the even more reactive hydroxyl radical (OH•) (8). 
Furthermore, H2O2 can react directly with sulfhydryl groups of proteins 
and low-molecular weight antioxidants, which may result in loss of 
function and damage that, ultimately, compromises the cellular function 
(9). 
Selenium (Se) is an essential micronutrient of major metabolic 
significance. It is incorporated as selenocysteine at the active site of a 
wide range of proteins. Under physiological conditions, the Se in 
selenocysteine is almost fully ionized, hence it is an efficient biological 
catalyst (10). Thus, Se-containing peroxidases such as the well-know 
family of glutathione peroxidases (GPxs) represents a powerful class of 
proteins that catalytically reduces H2O2 and organic hydroperoxides to 
water and the corresponding alcohols using reduced glutathione as an 
essential co-substrate (11, 12). 
In humans, this family of antioxidant proteins represents one of 
the major components of antioxidant defense system (13) and, to date, 
five GPx isoenzymes have been identified: the ubiquitous cytosolic 
(GPx-1), the gastrointestinal-specific (GPx-2), the plasma (GPx-3), the 
ubiquitous phospholipid hydroperoxide (GPx-4), and the olfactory 
epithelium- and embryonic tissue-specific (GPx-6) (14). 
Of particular importance, GPx-1 (15), the first mammalian 
selenoprotein to be identified (16, 17) is the most abundant and 
ubiquitous intracellular isoform (18), and has been found to be more 
effective than catalase in removing intracellular peroxides under many 
physiological conditions (19, 20). GPx-1 reduces soluble 
hydroperoxides, such as hydrogen peroxide (H2O2), and some organic 
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hydroperoxides, like cumene hydroperoxide (CuOOH) or tert-
butylhydroperoxide (tBuOOH) (21, 22).  
Accumulating evidence points to the involvement of GPx-1 in 
different pathological conditions. Previous studies showed that 
heterozygous deficiency of GPx-1 leads to endothelial dysfunction and 
to significant structural vascular and cardiac abnormalities (23). These 
findings posit that GPx-1 as a key enzyme in protecting vessels against 
oxidative stress and atherogenesis. Moreover, GPx-1 knockout (GPx-1-/-
) mice show an increase in vulnerability to oxidative stress and lethality 
induced by diquat (24). Primary cultures of cortical neurons isolated 
from GPx-1-/- mice are more susceptible to oxidative injury induced by 
treatment with hydrogen peroxide (25), and hepatocytes from GPx-1-/- 
mice are more sensitive to diquat (26). However, overexpression of 
glutathione peroxidase confers significant protection against a stroke 
model possibly through direct scavenging of ROS or through the 
influencing of signaling mechanisms which lead to tissue damage (27). 
Based on the aforementioned evidence, the design and synthesis 
of low molecular weight catalysts, which mimic natural GPx function, 
may help elucidate enzyme structure and mechanism as well as serve as 
pharmaceuticals in the treatment or protection of ROS-related diseases. 
For example, GPx-mimics such as ebselen and diphenyl diselenide, have 
been reported to present beneficial effects in different experimental 
models of diseases (28-30). In this regard, probucol, a 
hypocholesterolemic agent with antioxidant and anti-inflammatory 
properties (31), has been reported to enhance endogenous antioxidant 
systems including GPx, catalase and SOD (32). Interestingly, probucol 
was able to attenuate oxidative damage in different tissues such as 
kidney (33), heart (32, 34), liver (35) and brain (36). 
Probucol is a phenolic lipid-lowering prototype agent that has a 
long history of clinical application for the treatment and prevention of 
cardiovascular diseases (34, 37). This compound present antioxidant and  
anti-inflammatory effects (31) and has been reported to play protective 
effects in experimental models of Alzheimer disease (36) and 
implications of dementia risk (38, 39). Of particular importance, a 
previous report showed that a two weeks probucol treatment increased 
the GPx activity in the heart of rats, preventing adriamycin-induced 
myocardial toxicity (40). A study from our group showed that probucol 
was able to increase the GPx-1 activity in cultured cerebellar neurons 
and rendered neurons more resistant to methylmercury, a pollutant 
whose toxicity involves H2O2 over production (41). However, the 
40 
 
molecular mechanisms mediating the effects of this compound are not 
yet fully understood. 
Taking into account that (i) GPx-1 is a key enzyme in 
protecting cells against oxidative stress under both physiological and 
pathological conditions and that (ii) experimental evidences indicate that 
probucol increases GPx-1 activity, we took advantage of both in vitro 
and in vivo approaches to investigate the effects of probucol in 





2. Material and Methods 
 
2.1. CHEMICALS AND ANTIBODIES 
 β-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate sodium salt 
reduced from, dimethyl sulfoxide, glutathione peroxidase isozyme 1 
(GPx-1) from bovine erythrocytes , glutathione reductase from baker’s 
yeast, reduced glutathione, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), 2,7- dichlorofluorescein diacetate 
(DCFH-DA) and probucol were purchased from Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, USA). Rabbit polyclonal IgG anti-Glutathione Peroxidase 
(GPx-1/2:) , monoclonal anti-β-actin primary antibody and protein A/G 
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody were purchased 
from Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA). Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium F12 (DMEM), fetal bovine serum (FBS) and phosphate-
buffered saline (PBS) and were obtained from Gibco Life Technologies 
(Carlsbad, CA). All other chemicals were of the highest grade available 
commercially.  
2.2. CELL CULTURE STUDIES 
 
 The SH-SY5Y human neuroblastoma cells were cultured as 
monolayer in polystyrene dishes and maintained in DMEM-F12 
supplemented with 2 mM glutamine, 100 units/mL, penicillin, 100 
µg/mL streptomycin and 10% fetal bovine serum (FBS) at 37oC in a 
humidified atmosphere of 5% CO2. Cells were subcultured at 
confluences (70-80%), used between 10 and 18 passage and the medium 
was replaced twice a week. The cell suspension was seeded according to 
the experimental protocol. 
 
2.2.1. Cell viability assays 
Cell viability was measured by two different assays, which 
evaluate different events of the cellular homeostasis. To these assays, 
cells were plated into 96 well-plates at equal density (1.0 x 104 
cells/well). Cells were pretreated with Na2SeO3 (30 nM), probucol (3 or 
10 µM) or vehicle (DMSO 0.05%) during 6 days, replacing medium cell 
culture each 3 days. After the indicated treatments cells were exposed to 
cumene peroxide (CuOOH, 30 or 100 µM) or tert-butyl hydroperoxide 
(tBuOOH, 30 or 100 µM), in the new culture medium, for 
approximately 14 hours (overnight). 
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The reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT assay), which assesses the activity of labile 
mitochondrial dehydrogenases, was conducted as described by (42). The 
lactate dehydrogenase (LDH) release, which evaluates plasma 
membrane integrity, was measured as previously described (43). Results 
of MTT assays were expressed as percentage of control values (non 
treated cells). Results of LDH assays were expressed as percent of LDH 
released, where the 100% value represents control cells treated with 2% 
Triton X-100 for 20 min. All experiments were performed in triplicate. 
 
2.2.2. Determination of reactive oxygen species (ROS) production 
 
Intracellular ROS production was measured by incubating the 
cells in the presence of DCFH-DA. DCFH-DA is a stable, non-
fluorescent molecule that readily crosses the cell membrane and is 
hydrolyzed by intracellular esterases to the non-fluorescent probe 
DCFH, which is rapidly oxidized in the presence of peroxides to the 
highly fluorescent 2P,7P-dichlorofluorescein (DCF). To these assays, 
cells were plated into 24 well-plates at equal density (7.5 x 104 
cells/well). Cells were pretreated with probucol (3 or 10 µM) or vehicle 
(DMSO 0.05%) during 6 days, replacing medium cell culture each 3 
days. After the indicated pretreatments cells were exposed to tBuOOH 
(100 µM), in the new culture medium, for approximately 14 hours 
(overnight). At the end of the treatment, cells were loaded with 1 µM 
DCFH-DA for 20 min at 37°C. After the loading period, cells were 
washed twice and the fluorescence intensity was measured in a 
fluorimetric microplate reader (Tecan, Mannedorf, Switzerland) (485 
nm excitation and 520 nm emission).  Results were expressed as the 
percentage of control (non-treated cells). 
 
2.2.3. GPx activity 
Cells were pretreated with Na2SeO3 (10 or 30 nM), probucol (3 
or 10 µM) or vehicle (DMSO 0.05%) during 6 days, replacing medium 
cell culture each 3 days. Cultures derived from 6-well plates (1.5 x 105 
cells/well) were rinsed and harvested in 150 µL of HEPES buffer (20 
mM with 0.05% Triton X-100, pH 7.4). GPx-1 activity was performed 
based on Handy et al. (2009), by indirectly measuring the consumption 
of NADPH at 340 nm. The GPx-1 uses GSH to reduce the tBuOOH, 
producing GSSG, which is readily reduced to GSH by GR using 
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NADPH as a reducing equivalent donor. The results were expressed as 
percentage of control (non treated cells, 100%). 
 
2.2.4. Western blot  
 
 After the previously described treatments (see GPx-1 activity), 
cells were rinsed with PBS and collected in ice-cold lysis buffer (50 mM 
Tris-HCl pH 7.5, 1% Triton X-100, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA pH 
8.0, 40 mM β-glycerolphosphate, 50 mM NaF, 200 µM orthovanadate, 
5% glycerol and protease inhibitors) and sonicated for 5 minutes. Fifty 
micrograms of protein extract was subjected to SDS polyacrylamide gel 
electrophoresis (PAGE) using 15% gels and the proteins were 
transferred to nitrocellulose membranes using a tank transfer system at 
100 V and 400 mA for 90 min.  The membranes were blocked (1 h) with 
5% skim milk in TBS (10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5). Blots were 
incubated overnight at 4°C with either the primary polyclonal antibody 
against GPx-1 anti-rabbit (1:250; 22 KDa) or against β-actin (1:2000; 
43KDa) in TBS-Tween-BSA buffer (20mM Tris base, 140mM NaCl, 
0.05 % Tween-20). After washing, the blots were incubated for 60 min 
at room temperature with protein A/G-horseradish peroxidase conjugate 
(1:1000) in TBS-Tween buffer. Then, membranes were washed and 
developed with Immun-Star HRP Chemiluminescent reagents (Luminol 
Reagent sc-2048, Santa Cruz, CA, USA) and chemiluminescence was 
viewed with the ECL System.  β-actin was used as loading control. 
Band intensity was quantified by using the Scion Image software. 
Densitometric values from GPx-1 bands were normalized with respect 
to β-actin bands.  
 
2.3. IN VIVO STUDIES 
 
2.3.1. Animals  
 
 Adult Swiss male mice (3 month old), from our own breeding 
colony, were maintained at 22°C, on a 12 h light: 12 h dark cycle, with 
free access to food and water. All experiments were conducted in 
accordance with the Guiding Principles in the Use of Animals in 
Toxicology, adopted by the Society of Toxicology (1989) and were 
approved by our ethics committee for animal use at the Universidade 




 To investigate the effects of probucol on GPx-1 activity in 
different tissues, mice were randomly divided into 2 experimental 
groups (n = 7-8) and were treated daily, for 5 weeks, with probucol 
(approximately 10 mg/kg/day, drinking water, ad libitum (44) or vehicle 
(1% DMSO, drinking tap water). After the treatment the animals were 
anesthetized with isoflurane (1 mL/mL; Abbot Laboratórios do Brasil 
Ltda., RJ, Brazil) using a vaporizer system (SurgiVet Inc., WI, USA) 
and killed by decapitation. 
 
2.3.2. Tissue preparation 
 
 Livers, kidneys, hearts and hippocampi were removed and 
homogenized (1:10 w/v) in HEPES buffer (20 mM, pH 7.0). The tissue 
homogenates were centrifuged at 16,000 x g, at 4°C for 20 min and the 
supernatants obtained were used for the determination of GPx-1 
activities, as previously described (see 2.2.3).  
 For western blot analyses, tissue homogenates were prepared in 
lysis buffer, as described above. The expression of GPx-1 in different 
tissues was performed as described in the cell culture (2.2.4.section). 
  
2.4. STUDIES WITH PURIFIED GPX-1 
 
Purified GPx-1 from bovine erythrocytes (Sigma-Aldrich; 
G6137) was used at 750 mU/mL concentration and prepared in Hank’s 
buffer saline solution (HBSS) for all experiments performed in 
triplicate. 
 
2.4.1. GPx-1 activity measurement 
 
Purified enzyme GPx-1 was incubated with different 
concentration of probucol (10-1000 nM) or vehicle (DMSO 0.02% in 
water) for 30 minutes at 37° C. After the incubation, GPx-1 activity was 
evaluated as described above (using tBuOOH as substrate). Enzyme 






2.4.2. Kinetic studies 
 
 Purified enzyme GPx-1 was incubated with probucol (30 nM) 
or vehicle (DMSO 0.02% in water) and/or mercaptosuccinic acid (MS) 
(10 - 300 µM) for 30 minutes at 37° C. After incubation, GPx-1 activity 
was evaluated as previously described, using two substrates: GSH and 
tBuOOH. The intercepts of Eadie-Hofstee plots were determined by 
least squares linear regression. To calculate the values of KM and Vmax 
were applied on Eadie-Hofstee plot. The KM and Vmax for GSH was 
calculated in concentration gradient 0.5 -10 mM in the reactive solution, 
in the presence of tBuOOH (1 mM). It was also calculated for tBuOOH 
in concentration gradient 0.3 - 3 mM in the presence of GSH (2 mM). 
Enzyme activity was expressed as percent of control. The maximum 
velocities (Vmax), Michaelis constants (KM) and IC50 (Inhibitory 
concentration of MS inducing 50% of inhibition of GPx-1 activity)  
values were calculated using the GraphPad Prism 5 Software (San 
Diego, CA).  
 
2.5. Protein determination 
 
 Protein content was estimated by the methods of (45), using 
bovine serum albumin as a standard. 
 
2.6. Statistical analyses 
Statistical analysis of the data was performed using the 
STATISTICA software system, version 8.0. (StatSoft, Inc., 2008). 
Significant differences were evaluated by Student’s t-test, one-way or two-
way analysis of variance (ANOVA). Following significant ANOVAs, 
multiple post-hoc comparisons were performed using the Tukey post hoc 
test.  Results are expressed as mean ± SEM. The differences were 
considered significant when p< 0.05.  All graphics were made using the 




3. Results  
Effects of probucol in neuroblastoma cells 
Firstly, we performed an in vitro study in order to evaluate the 
effects of probucol toward the activity of GPx-1 in cultured neuroblastoma 
cells (SH-SY5Y). Specifically, probucol (10 µM) was able to increase the 
GPx-1 activity (Figure 1) and this stimulatory effect was similar to those 
obtained in cells treated with Na2SeO3 (10 and 30 nM), a positive control. 
Interestingly, probucol (3 and 10 µM) treatment protected SH-SY5Y cells 
from CuOOH (30 µM) induced toxicity as showed in the MTT and LDH 
assays (Figure 2A and B), suggesting that the increased GPx-1 activity 
observed in probucol-treated cells might be responsible for such 
phenomenon. Similar results were obtained when tBuOOH was used as 
challenge (data not shown). Accordingly, probucol (3 and 10 µM) was 
also able to blunt the increase in reactive oxygen species (ROS) in SH-
SY5Y cells exposed to tBuOOH 100 µM (Figure 3), corroborating data 
from Figures 1 and 2.  
Afterwards, we investigated whether the increased GPx-1 
activity was related to an increase in GPx-1 protein levels. To this end, 
we assessed GPx-1 expression by Western blot analyses. No significant 
changes were observed in the protein levels when cells were treated with 
probucol. Conversely, a significant increase in GPx-1 expression was 
observed in the cells treated with Na2SeO3 (positive control) (Figure 4). 
 
In vivo effects of probucol 
Thereafter, we performed an additional study to investigate 
whether probucol would increase GPx-1 activity under in vivo 
conditions. Adult male mice were treated with probucol (approximately 
10 mg/Kg/day) or vehicle during 5 weeks. Liquid consumption was not 
different between probucol and control animals, which received just 
vehicle (data not shown). After treatments, GPx-1 activity was measured 
in liver, kidney, hearth and hippocampus (Figure 5). Probucol treatment 
caused a significant increase on GPx-1 activities in all tissues analyzed. 
Once again, western blot analyses showed that the levels of the enzyme 





In vitro tests with GPx-1 purified 
Based on the aforementioned results, one could posit to a potential 
direct effect of probucol toward the GPx-1 activity.  Thus, we performed 
an in vitro study with the purified enzyme in an attempt to investigate 
whether probucol is an activator of GPx-1. GPx-1 activity was 
significantly increased after incubation with 10 and 30 nM probucol 
(Figure 7). However, probucol inhibited GPx-1 activity when present at 
concentrations greater than 10 µM (data not shown). 
Next, the effects of probucol on GPx-1 activity were investigated 
in the presence of a classical enzyme’s inhibitor, mercaptosuccinic acid. 
The results showed that the IC50 value of mercaptosuccinic acid was not 
modified in the presence of probucol [37.65 (27.96-50.70) µM] compared 
with the control condition [42.98 (25.46-72.56) µM] (p=0.86; Figure 8). 
In order to better comprehend how probucol directly increases 
GPx-1 activity, the Eadie-Hofstee equation was used (46). We found a 
significant (p <0.05) increase in the maximum velocity (Vmax) of GPx-1 
for GSH concentration gradient, although no significantly effects of 
probucol were observed in the Michaelis constant (KM) in presence of a 
fixed tBuOOH concentration (1mM). A significant (p <0.05) increase in 
the maximum velocity (Vmax) of GPx-1 was also observed for tBuOOH 
concentration gradient, but no significantly effects of probucol were 






 The clinical benefits of probucol in humans have been reported 
to be closely related to its cholesterol-lowering properties (47). 
However, this compound may also lead to pleiotropic effects owing to 
its anti- inflammatory and antioxidant properties, thus exerting 
beneficial effects in preventing atherosclerosis beyond its effects on the 
lipid profile (48).  Moreover, previous studies from our research group 
have demonstrated that probucol is able to protect neuronal cells from 
neurotoxic insults (36, 41, 49) due to events that are related, at least in 
part, to its antioxidant property and the modulation of GPx-1 activity. 
 In this context, our study investigated the effects of probucol on 
GPx-1 activity at different experimental conditions (in vitro and in vivo) 
in an attempt to elucidate mechanisms mediating its previously reported 
stimulatory effects toward such enzyme (40). The major finding from 
our study shows the ability of probucol in positively modulating the 
activity of GPx-1 in in vitro as well as in vivo experimental conditions. 
On the other hand, western blot analysis showed that probucol 
exposures did not change GPx-1 levels in SH-SY5Y cells and animal 
tissues, excluding the effects of this compound at protein levels.  
GPx-1 is a crucial enzyme involved in the neuronal 
detoxification of peroxides (50, 51). GPx-1-deficient mice have 
increased susceptibility to neurotoxins (24, 52) and cell injury after 
insults that increase in vivo oxidative stress (53). In cultured neurons 
isolated from GPx-1 knockout (GPx-1-/-) mice, enhanced susceptibility 
to H2O2-induced apoptosis correlates with increased accumulation of 
intracellular ROS (54). Nevertheless, GPx-1-overexpression is 
protective against neuronal damage induced by neurotoxins or 
pathological conditions (55, 56). Notably, we observed that probucol 
significantly decreased the cytotoxicity induced by peroxides (CuOOH 
and tBuOOH) in cultured neuroblastoma cells, suggesting that its 
stimulatory effects toward GPx-1 activity present physiological 
relevance in protecting cells against the oxidative damage induced by 
peroxides. This idea is reinforced by the fact that probucol also 
decreased the levels of ROS in SH-SY5Y cells exposed to 
tBuOOH.These results are relevant taking into consideration that GPx 
mimetics have been developed as potential therapeutic strategies to treat 
overt inflammation associated with the pathophysiology of many human 
disorders, including Alzheimer’s disease and stroke (28). However, to 
the best of our knowledge, data on molecules that positively modulates 
the activity of endogenous peroxidases are scarce. The direct 
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stimulatory effect of a drug toward the endogenous GPx-1 activity 
represents a novel concept that opens new therapeutic perspectives and 
points to GPx-1 as a potential molecular target involved in the beneficial 
effects of probucol. Notable, we detected a significant stimulatory 
effect on GPx-1 activity in different tissues (liver, heart, kidney and 
hippocampus; Figure 5) of probucol-treated mice, suggesting the 
occurrence of an ubiquitous event that is not exclusively related to 
neuronal cells. 
In an attempt to better understand molecular events mediating 
the direct activation of GPx-1 by probucol, in vitro studies with 
substrate (GSH or tBuOOH) concentration gradients were performed. 
The pre-incubation of GPx-1 with probucol increased the enzyme’s 
Vmax, although no significant changes on substrate binding (KM) values 
were detected (Figure 9). These results indicate that the higher GPx-1 
activity observed after probucol treatment is not related to a higher 
affinity of the enzyme by GSH and/or tBuOOH, but likely involves 
higher catalytic effects. Our results are in line with the idea that the 
actual catalytic effect and the binding affinity are independent of each 
other (57). This hypothesis is in agreement with data on the inhibitory 
effects of MS. In fact, MS inhibits GPx-1 by competing with GSH for 
binding to the active-site selenocysteine (58). Since probucol did not 
change the IC50 value of MS (Figure 8), it is reasonable to suppose that 
it does not affect the affinity of selenium from selenocysteine by GSH, 
which is in accordance with the absence of significant effects of 
probucol on KM values (Table 1). 
In summary, the results presented herein show, for the first 
time, that probucol directly increases the Vmax of GPx-1. This event is 
likely related to the higher GPx-1 activity observed in probucol-treated 
cultured cells (in vitro) and mice (in vivo). Given that (i) previous 
experimental studies have shown that probucol protects against 
pathological conditions mediated by higher peroxide production (36, 41, 
49) and that (ii) probucol treatment prevented peroxide-induced cell 
death in our cell culture model, the increased GPx-1 activity observed 
after probucol treatment should present physiological and therapeutic 
relevance. In this context, the present study presents a novel target 
(GPx-1) and a novel action mechanism (direct activation) for an “old 
drug”, rendering probucol an interesting and promising compound for 






Figure 1. Effect of probucol on GPx activity in cultured human 
neuroblastoma cells. Cells were pretreated for 6 days with probucol (PB, 
3 or 10 µM) sodium selenite (Na2SeO3, positive control, 10 or 30 nM) or 
vehicle. Cellular GPx activity was measured and expressed as percentage 
of control (non treated cells, dashed line, 100%). Each bar represents the 
mean ± SEM of 4 independent experiments. * p< 0.05; ** p<0.01 
indicates the difference when compared with the control group (One-way 
ANOVA followed by Tukey post hoc test). Basal enzyme activity was 
2.38 ± 0.23 nmol NADPH oxidized/min/mg proteins. 
 
Figure 2. Effect of probucol on the peroxide-induced cytotoxicity in 
human neuroblastoma cells. Cells were pretreated for 6 days with 
probucol (PB, 3 and 10 µM), sodium selenite (Na2SeO3, 30 nM) or 
vehicle and then were exposed to cumene peroxide (CuOOH, 30 or 100 
µM) for approximately 14 hours. Cell viability was assessed by MTT 
reduction (A) and expressed as percentage of control (non treated cells, 
100%). LDH release (B) was expressed as percentage of positive control 
(triton treated cell, 100%).  Each bar represents the mean ± SEM of 4 
independent experiments.* p <0.05; *** p <0.001 indicates the difference 
when compared with the control group (absence of peroxide). # p <0.05 
indicates the difference when compared with the CuOOH group alone 
(Two-way ANOVA followed by Tukey post hoc test).  
 
Figure 3. Effect of probucol on tBuOOH-induced reactive oxygen 
species (ROS) production in cultured human neuroblastoma cells. 
Cells were pretreated for 6 days with probucol (PB, 3 or 10 µM) or vehicle 
and then were exposed to tert-butyl hydroperoxide (tBuOOH, 100 µM) for 
14 hours. ROS were measured by the fluorescence emitted by DCF-DA 
and expressed as percentage of control (non treated cells, 100%, dashed 
line). Each bar represents the mean ± SEM of 4 independent experiments 
*** p<0.001 indicates the difference when compared with the control 
group; # p<0.05; ### p<0.001 indicates the difference when compared 
with tBuOOH group (Two-way ANOVA followed by Tukey post hoc 
test). 
 
Figure 4. Effect of probucol on GPx expression in cultured human 
neuroblastoma cells. Cells were pretreated for 6 days with probucol (PB, 
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3 or 10 µM), sodium selenite (Na2SeO3, positive control, 10 or 30 nM) or 
vehicle. Cellular GPx protein levels was measured by western blot and 
expressed as percentage of control (non treated cells, 100%). Each bar 
represents the mean ± SEM of 3-4 independent experiments. * p< 0.05 
indicates the difference when compared with the control group (One-way 
ANOVA followed by Tukey post hoc test).  
 
Figure 5. Effect of probucol on GPx activity in liver (A), kidney (B), 
heart (C) and hippocampus (D) from mice. Mice were treated for 5 
weeks with probucol (PB) 10 mg/kg/day (drinking water) or vehicle 
(control, 1% DMSO). GPx activity was measured and expressed as 
percentage of control (n = 7-8 animals per group). Basal GPx activity 
(nmol NADPH oxidized /min/mg protein) was 80.62 ± 1.04  in the liver, 
58.58 ± 2.75 in the kidney, 36.69 ± 2.67  in the heart and 6.43 ± 0.28 in 
the hippocampus (mean ± SEM). * p< 0.05; ** p<0.01 indicates the 
difference when compared with the control group (Student's t test). 
 
Figure 6. Effect of probucol on GPx-1 expression in liver (A), kidney 
(B), heart (C) and hippocampus (D) from mice. Mice were treated for 5 
weeks with probucol (PB) 10 mg/kg/day (drinking water) or vehicle 
(control, 1% DMSO). GPx-1 levels are standardized by actin levels 
(GPx/actin ratio) and expressed as optical density. Each bar represents the 
mean ± SEM of 3 - 4 animals.  
 
Figure 7. Effect of probucol on purified GPx-1 activity. The enzyme 
GPx-1 from bovine erythrocytes (750 mU/mL) was incubated with 
different concentrations of probucol (10-1000 nM) in Hank's solution 
(HBSS). GPx activity was measured and expressed as percentage of 
control (100%, without probucol). Each bar represents the mean ± SEM of 
4 experiments. *p< 0.05 indicates the difference when compared with the 
control group (One-way ANOVA followed by Tukey post hoc test). 
Enzyme activity was expressed as percent of control. 
 
Figure 8. Effect of probucol on GPx-1 purified activity in the presence 
of inhibitor. The enzyme GPx-1 from bovine erythrocytes (750 mU/mL) 
was incubated with 30 nM of probucol in Hank's solution (HBSS) at 37°C. 
After 30 minutes of incubation, the enzyme activity was determined in the 
presence of different concentrations of mercaptosuccinic acid (MS 10 - 
300 µM) inhibitor. Each point represents the mean ± SEM of 4 
experiments. **p< 0.01; ***p<0.001 indicates the difference when 
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compared with the control group (One-way ANOVA followed by Tukey 
post hoc test). 
 
Table 1. Kinetic parameters: maximum velocities (Vmax), Michaelis 
constants (KM) calculated by GSH and tBuOOH concentration 
gradients. Results were expressed in mean ± SEM of 3-4 independent 
experiments. Vmax and KM were calculated in GraphPad Prism version 
5.00 for Windows using of Eadie-Hofstee plots. * p< 0.05 indicates the 
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 Desde a sua descrição inicial em 1906, a DA vem sendo 
caracterizada como uma patologia neurodegenerativa progressiva com 
sintomas atribuídos principalmente ao acúmulo de placas senis e 
emaranhados neurofibrilares (Goedert e Spillantini, 2006). Além disso, 
o acúmulo destes marcadores é normalmente acompanhado pela perda 
de neurônios, principalmente em áreas corticais e formação hipocampal, 
resultando na perda progressiva das funções cognitivas (Selkoe, 2000). 
Diversos fatores parecem estar envolvidos na patogênese da DA como o 
estresse oxidativo e processos inflamatórios (Medeiros e cols., 2007; 
Sinha e cols., 2012). 
 O entendimento dos mecanismos moleculares relacionados com 
a patogênese da DA tem crescido bastante nos últimos anos, graças ao 
desenvolvimento de modelos animais que mimetizam características 
fenotípicas ou genotípicas da doença. Dentre os modelos utilizados para 
estudar DA, está a administração intracerebroventricular do Aβ1-40 
(Takeda e col., 2009). 
As propriedades neurotóxicas do peptídeo Aβ de principalmente 
40 e 42 aminoácidos permitiu aos pesquisadores usar um modelo in vivo 
que mimetiza os efeitos do desenvolvimento da DA, provendo uma 
alternativa aos modelos baseados em animais transgênicos (Mcdonald e 
Overmeyer, 1998). 
Neste contexto, a primeira parte do nosso estudo teve como 
objetivo investigar os efeito do probucol, sobre parâmetros de estresse 
oxidativo, bem como sobre parâmetros comportamentais em modelo 
experimental de DA induzido pelo Aβ1-40 em hipocampo de 
camundongos. Nosso protocolo experimental, baseado na administração 
do Aβ1-40 i.c.v. (400 p mol/sítio), induziu uma perda significativa na 
memória dos animais. Esse efeito já vem sendo mostrado em trabalhos 
anteriores que utilizaram o modelo do Aβ1-40 i.c.v. utilizando outros 
testes comportamentais (Medeiros e cols., 2007; Prediger e cols., 2007). 
O tratamento com probucol (10 mg/kg/dia intraperitonial) durante 2 
semanas foi capaz de minimizar o dano cognitivo causado pelo Aβ1-40 .  
A perda da memória e o déficit no aprendizado são 
características evidenciadas em pacientes com DA (Matsson, 2004) e 
podem estar diretamente relacionados à formação das placas senis 
(Cummings e cols., 1996).  Além disso, a perda de sinapses em 
estruturas cerebrais de pacientes com DA pode ser correlacionada à 
gravidade desses sintomas cognitivos (Scheff e cols., 2006). Nesse 
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estudo, a administração do Aβ1-40 induziu alteração significativa na 
homeostase sináptica nos animais, observada pela diminuição dos níveis 
de sinaptofisina no hipocampo. Estudos prévios sugerem uma ligação 
entre os eventos de perda sináptica e dano cognitivo (Shen e cols., 
2012). Essa idéia é reforçada pelo fato que o tratamento com probucol 
foi capaz de prevenir a perda sináptica induzida pelo Aβ1-40 em 
camundongos. 
O tratamento com Aβ1-40 também induziu um aumento nos 
níveis hipocampais das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS) e o tratamento com probucol foi capaz de atenuar essa 
lipoperoxidação. Esse resultado sugere que o estresse oxidativo 
desempenha um papel importante na toxicidade mediada pelo Aβ1-40. 
Esse efeito é bem evidenciado na literatura, onde estudos relatam os 
efeitos pró-oxidantes do Aβ1-40 (Piermartiri e cols., 2010; Tabner e cols., 
2006), bem como os efeitos antioxidantes do probucol (Farina e cols., 
2009; Park e cols., 2007). O tratamento com o probucol aumentou a 
atividade da glutationa redutase (GR) no hipocampo dos animais, o que 
poderia contribuir para seus efeitos protetores observados contra a 
neurotoxicidade induzida pelo Aβ1-40.   
Embora seja provável que as propriedades antioxidantes do 
probucol contribuam para seus efeitos benéficos contra o dano sináptico 
e cognitivo induzido pelo Aβ1-40, estes podem também estar 
relacionados às propriedades anti-inflamatórias ou modulatórias sobre o 
metabolismo do colesterol. A atividade antiinflamatória do probucol 
parece ser importante para seu efeito protetor sobre o sistema 
cardiovascular (Poirier, 2003; Tanous e col., 2006; Yamashita e 
Matsuzawa, 2009). Porém, com base em evidências prévias (Farina e 
cols., 2009; Colle e cols., 2012), parece razoável supor que esse efeito 
também pode ser importante em modelos envolvendo o sistema nervoso 
central. Ademais, recentes estudos corroboram com a idéia de que 
modificações na homeostase do colesterol é um fator importante na DA 
(Leduc e cols., 2010), sendo que pode estar associada ao processo 
amiloidogênico (Guardia-Laguarta e cols., 2009). Além disso, dados da 
literatura vêm demonstrando que fármacos que possuem ação 
hipolipemiante podem reduzir a formação do Aβ e serem utilizados 
como um possível tratamento para a DA (Refolo e cols., 2001; Ehehalt e 
cols., 2003; Xiong e cols., 2008). Piermartiri e colaboradores (2010) 
mostraram que a atorvastatina (inibidor da HMG-COA redutase) pode 
prevenir danos induzidos pelo Aβ1-40 no hipocampo. Da mesma forma, o 
probucol também protegeu dos efeitos tóxicos do Aβ1-40, sugerindo que 
ambos agentes hipolipemiantes podem agir, ao menos em parte, de 
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forma similar sobre a toxicidade desse peptídeo. No entanto, outros 
mecanismos de ação também podem estar envolvidos nos efeitos 
protetores, já que o probucol possui propriedades antioxidantes diretas, 
o que não é evidenciado para as estatinas.  
A relação entre o sistema colinérgico e a patogênese e sintomas 
da DA vem sendo relatada (Van Beek e Claassen, 2011). A perda de 
inervação colinérgica tem sido documentada durante os estágios 
avançados da DA (Schliebs e Arendt, 2011). Por outro lado, inibidores 
da acetilcolinesterase (AChE) proporcionaram efeitos benéficos aos 
pacientes da DA em fases iniciais da doença (Holzgrabe e cols., 2007). 
Nossos resultados mostraram que o tratamento com Aβ1-40 induziu um 
aumento na atividade da enzima AChE e o probucol foi capaz de 
atenuar o efeito estimulatório do Aβ1-40 na enzima. Evidências 
experimentais têm mostrado um aumento na atividade da AChE no 
sistema nervoso central (SNC) durante eventos de estresse oxidativo 
(Khadrawy e cols., 2011). No nosso estudo, foi observada uma 
correlação positiva entre a peroxidação lipídica e a atividade da AChE 
no hipocampo, reforçando a relação positiva entre o estresse oxidativo e 
a atividade da AChE (efeitos foram abolidos para os animais que foram 
tratados com probucol). 
Em conjunto, estes dados derivados do protocolo in vivo 
(administração icv de Aβ1-40) sugerem que o probucol é capaz de 
prevenir os prejuízos cognitivos e sinápticos, bem como atenuar o 
estresse oxidativo e a estimulação da AChE, induzidos pela 
administração i.c.v. do peptídeo Aβ1-40. 
Dados recentes do nosso grupo de pesquisa vêm demonstrando 
que o probucol protege células neuronais de insultos tóxicos (Farina e 
cols., 2009; Colle e cols., 2012). Este efeito pode estar relacionado às 
suas propriedades antioxidantes e, mais especificamente, à atividade 
modulatória do composto sobre a enzima GPx. No modelo experimental 
da DA utilizado em nosso estudo, observamos o papel neuroprotetor do 
probucol, entretanto a atividade da GPx não foi modificada pelo 
tratamento realizado durante duas semanas pela via intraperitoneal (i.p.). 
Apesar disso, os efeitos modulatórios do probucol sobre a GPx-1 podem 
fazer desta enzima um alvo farmacológico importante, visto que estudos 
vêm demonstrando uma importante correlação entre a GPx e a DA 
(Tabner e cols., 2005; Torres e cols., 2011; Puertas e cols., 2012). Neste 
sentido, o segundo trabalho foi realizado na tentativa de compreender os 
mecanismos do probucol sobre a atividade e expressão da GPx, 
utilizando modelos in vitro e in vivo. 
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Nossos resultados mostraram que o probucol apresenta a 
capacidade de modular positivamente a enzima GPx-1, tanto em 
experimentos in vitro como em  condições in vivo. Além disso, medidas 
de níveis de proteínas para GPx-1 foram realizadas em células SH-
SY5Y e em diferentes tecidos de animais e nenhuma alteração foi 
observada. 
A GPx-1 é uma enzima crucial para detoxificação de peróxidos 
(Dringen e cols., 2005, Liddell e cols., 2006). Camundongos Knockout 
(GPx-1-/-) mostraram um aumento na suscetibilidade a toxinas (Fu e 
cols., 1999; Klivenyi e cols., 2000) e ao estresse oxidativo (Van 
Remmen e cols., 2004). Da mesma forma, em cultura de neurônios 
isolados de camundongos GPx-1-/-, houve um aumento na sensibilidade 
das células quando tratadas com H2O2 (Taylor e cols., 2005). No 
entanto, estudos demonstraram que a super-expressão da enzima protege 
contra danos induzidos por toxinas e condições patológicas (Bensadoun 
e cols., 1998, Ridet e cols., 2006). 
Além disso, compostos miméticos da GPx têm sido 
desenvolvidos e estudados como estratégias terapêuticas para diferentes 
patologias (Day, 2009, Hort et al., 2011, Huang et al., 2007).  Nossos 
resultados mostram que o probucol diminui significativamente a 
citotoxicidade causada por peróxidos (CuOOH e tBuOOH) em células 
de neuroblastoma, sugerindo que seus efeitos estimulatórios da atividade 
GPx-1 apresentam relevância fisiológica na proteção contra peróxidos. 
Essa idéia é reforçada pelo fato que o composto é capaz de evitar o 
acúmulo de produtos finais de espécies reativas de oxigênio (ERO) em 
células expostas ao  tBuOOH. 
Em camundongos, os efeitos modulatórios do probucol na 
enzima GPx foram observados em diferentes tecidos (fígado, rim, 
coração e cérebro), mostrando que esse efeito não se restringe somente a 
células neuronais. Nesse estudo, os camundongos foram tratados 
durante 5 semanas (via oral) com probucol na dose de aproximadamente 
10 mg/kg. A mesma dose foi utilizada no estudo anterior, porém os 
animais foram tratados  por um curto período de tempo (2 semanas). 
Acredita-se através desses dados, que o efeito modulatório do probucol 
pode ocorrer principalmente a longo prazo, pelo aumento da 
concentração intracelular do composto, mas não por eventos 
relacionados à síntese protéica. Os resultados corroboram com estudos 
realizados em nosso laboratório que mostraram que o probucol pode 
aumentar a atividade da GPx em modelos experimentais das doenças de 
Parkinson e de Huntington (dados não publicados).  
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Como tentativa de melhor compreender os eventos que 
medeiam a ativação direta da GPx pelo probucol, estudos in vitro com 
diferentes gradientes de substratos (GSH e  tBuOOH) foram realizados. 
A pré-incubação da GPx com o probucol aumentou a velocidade 
máxima (Vmax), embora nenhuma mudança significativa foi observada 
sobre a afinidade de ligação ao substrato (KM). Esses resultados indicam 
que o aumento na atividade da GPx observado na presença do probucol 
não está relacionado a uma maior afinidade da enzima pelos substratos 
GSH e  tBuOOH. Nossos resultados corroboram com a idéia de que o 
efeito catalítico e afinidade de ligação são fatores independentes 
(Koshland, 1958). 
Por outro lado, compostos capazes de mimetizar a ação da GPx 
estão sendo desenvolvidos como possíveis estratégicas terapêuticas para 
o tratamento de doenças, incluindo a DA (Day, 2009). Porém, existem 
poucos relatos de moléculas capazes de modular a atividade da GPx. O 
efeito estimulador direto sobre a atividade da enzima GPx-1 endógena 
representa um novo conceito que pode abrir novas perspectivas 
terapêuticas. Isso pode tornar o probucol uma molécula alvo para 
futuros estudos com patologias envolvidas principalmente com o 
estresse oxidativo.  
Em resumo, os resultados referentes ao segundo trabalho 
mostram, pela primeira vez, que o probucol aumenta diretamente os 
valores de Vmax da GPx-1. Esse evento provavelmente está relacionado 
ao aumento da atividade da GPx-1 observado nas células e nos animais 
tratados com probucol. Além disso, o probucol preveniu as células da 
morte celular induzida por peróxido, onde a atividade da GPx também 
foi aumentada. Nesse contexto, o presente estudo apresenta um novo 
alvo (GPx-1) e o mecanismo de ação (ativação direta) para um “antigo 
medicamento”, tornando o probucol um composto interessante e 










De acordo com os resultados apresentados nesta tese de doutorado, 




• O tratamento com probucol foi capaz de minimizar os prejuízos 
cognitivos induzidos pelo peptídeo β-amilóide (Aβ) em 
camundongos; 
• A peroxidação lipídica e a perda sináptica hipocampal 
induzidas pelo Aβ foram minimizadas pelo tratamento dos 
camundongos com probucol; 
• O composto preveniu as alterações induzidas pelo Aβ na 




• O probucol modulou positivamente a atividade da enzima 
glutationa peroxidase, mas não alterou os níveis dessa enzima 
em cultura de células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y); 
• A citotoxidade e a produção de espécies reativas de oxigênio 
induzidas por peróxidos foi atenuada pelo tratamento de células 
de neuroblastoma com probucol; 
• O probucol aumentou a atividade da GPx em fígado, rim, 
coração e hipocampo de camundongos, mas não alterou os 
níveis protéicos dessa enzima; 
• O composto testado foi capaz de modular positivamente a 
atividade da GPx-1 purificada, aumentando os valores de Vmax. 
 
Sendo assim, esses resultados indicam que o probucol é um 
composto capaz de reduzir os prejuízos cognitivos e bioquímicos 
induzidos pela toxicidade do Aβ em hipocampo de camundongos, 
provavelmente devido à suas propriedades antioxidantes (embora a 
possível modulação da homeostase do colesterol não possa ser 
descartada como evento importante relacionado à proteção observada). 
Além disso, foram evidenciadas propriedades antioxidantes e protetoras 
do probucol frente ao dano oxidativo induzido por peróxidos em 
modelos experimentais in vitro, as quais parecem relacionar-se, ao 
menos em parte, à modulação positiva da atividade da enzima GPx-1, 










Alguns aspectos relacionados a este trabalho ainda precisam ser 
melhor elucidados. Desta forma, algumas perspectivas são propostas ao 
final desta tese: 
• Investigação dos efeitos do probucol e succinobucol (derivado 
do probucol que não apresenta efeitos adversos no sistema 
cardíaco) sobre a morte celular induzida pelo Aβ1-40 agregado 
em cultivo primário de neurônios corticais; 
• Investigação do mecanismo de proteção do probucol e do 
succinobucol em cultivo primário de neurônios corticais de 
camundongos expostos ao Aβ1-40 agregado; 
• Realização de estudos toxicológicos com o probucol, para 
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Figura 1. Efeitos do probucol e do succinobucol sobre o prejuízo olfatório 
induzido pela administração intranasal de MPTP em camundongos.  Os animais 
foram pré-tratados com probucol ou succinobucol 10 mg/kg (via oral) por 45 dias e 
intoxicados com MPTP (1 mg/narina). Os animais controle tratados com veículo 
(salina) foram aptos em discriminar os dois ambientes, indicado pela diminuição no 
percentual de tempo no ambiente não-familiar. Entretanto, o tratamento com MPTP 
prejudicou essa função, e os animais exploraram de maneira semelhante os dois 
ambientes. O pré-tratamento com os compostos foi capaz de prevenir o dano 
induzido pelo MPTP. Os valores são expressos em media ± erro padrão da media. * 
p<0,05 significativamente diferente quando comparado com o grupo controle 
(primeira barra no gráfico) pela análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido 
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Figura 2. Efeitos do probucol e do succinobucol sobre o déficit no 
reconhecimento social induzido pela administração intranasal de MPTP em 
camundongos. Os animais controle tratados com veículo (salina) foram aptos a 
reconhecer o animal jovem quando resposto após 30 min, indicado pela menor taxa 
de duração da investigação. Porém, o tratamento com MPTP danificou a memória de 
reconhecimento dos animais aumentando o tempo de investigação ao animal jovem 
na segunda exposição. O pré-tratamento com os compostos durante 45 dias foi capaz 
de prevenir o dano induzido pelo MPTP. Os valores são expressos em média ± erro 
padrão da média. * p<0,05 significativamente diferente quando comparado com o 
grupo controle pela análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido do teste 





















Figura 3. Efeitos do probucol e do succinobucol sobre a degeneração nigro-
estriatal induzida pela administração intranasal de MPTP em camundongos. O 
tratamento com MPTP causou uma redução significativa na marcação para tirosina 
hidroxilase (TH) no estriado (EST) e na substância negra (SN). O pré-tratamento 
com os compostos preveniu a redução da marcação para TH (dados 
imunoistoquímicos) induzida pelo MPTP. Os valores são expressos em média ± erro 
padrão da média. * p<0,05 significativamente diferente quando comparado com o 
grupo controle, # p<0,05 significativamente diferente quando comparado com o 
grupo MPTP, pela análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida do teste 














Figura 4. Efeitos do probucol e do succinobucol sobre a marcação para a 
proteína ácida fibrilar glial (GFAP) induzida pela administração intranasal de 
MPTP em camundongos. O tratamento com MPTP causou um aumento 
significativo na marcação para GFAP no estriado (EST) e na substância negra (SN). 
O pré-tratamento com os compostos preveniu o aumento da marcação da GFAP 
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induzida pelo MPTP. Os valores são expressos em média ± erro padrão da média. * 
p<0,05 significativamente diferente quando comparado com o grupo 
controle, # p<0,05 significativamente diferente quando comparado com o grupo 
MPTP, pela análise variância (ANOVA) de duas vias seguida do teste Newman-







Figura 5. Efeitos do probucol e do succinobucol sobre a degeneração 
dopaminérgica induzido pela MPP+ em cultivos primários de neurônios 
mesencefálicos. O tratamento com MPP+ causou uma redução nas células marcadas 
(TH positivas). O pré-tratamento com os compostos preveniu parcialmente a 
redução da marcação de células TH positivas induzida pelo MPP+. Os valores são 
expressos em média ± erro padrão da média. * p<0,05 significativamente diferente 
quando comparado com o grupo controle, # p<0,05 significativamente diferente 
quando comparado com o grupo MPP+ pela análise de variância (ANOVA) de duas 
vias seguido do teste Newman–Keuls; n = 4-5. 
